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Nederlandse samenvatting
Glutamaat is een veelzijdig molecuul. Het is één van de twintig bouwstenen, de aminozuren,
waaruit eiwitten in alle organismen zijn opgebouwd. Glutamaat speelt ook een belangrijke rol
in de stofwisseling. Zo heeft glutamaat een centrale rol bij het metabolisme van stikstof. Naast
deze algemene functies heeft glutamaat in mensen en andere hogere organismen een rol als
signaalmolecuul. Signaalmoleculen worden gebruikt voor de communicatie tussen
verschillende cellen. In het centrale zenuwstelsel geven zenuwcellen signalen aan elkaar door
met behulp van speciale signaalmoleculen, de neurotransmitters. Glutamaat is een
neurotransmitter die er onder andere voor zorgt dat een zenuwimpuls die het uiteinde van een
zenuwcel bereikt in een volgende cel wordt voortgezet. Daartoe wordt glutamaat op het punt
waar de zenuwcellen dicht bij elkaar komen, de synaps, afgegeven door de donor-cel (Figuur
1). Vervolgens diffundeert glutamaat naar de acceptor-cel (de postsynaptische cel) waar het
bindt aan receptoreiwitten. De receptoreiwitten lezen de boodschap van glutamaat af en
vertellen de acceptor-cel om de zenuwimpuls voort te zetten. Nadat glutamaat deze boodschap
heeft afgegeven is het van belang dat het molecuul verwijderd wordt uit de ruimte tussen de
twee zenuwcellen. Indien het verwijderen van glutamaat niet of niet snel genoeg gebeurt
raken de cellen in de war. Glutamaat blijft dan continu boodschappen afgeven terwijl daartoe
Figuur 1. Schematische voorstelling van een synaps. Glutamaat (Glu-) ligt opgeslagen in membraan blaasjes
aan het uiteinde de presynatische zenuwcel. Zodra een zenuwimpuls het uiteinde van deze cel bereikt wordt
glutamaat afgegeven. Glutamaat diffundeert naar de postsynaptische cel en bindt daar aan receptoreiwitten die
de boodschap van glutamaat aflezen. Glutamaat wordt opgeruimd door glutamaat-transporteiwitten (grijze
ballen) die de asymmetrische verdeling van natrium (Na+) en kalium (K+) ionen over de celmembraan
gebruiken als energiebron.
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vanuit de donor-cel geen opdracht meer wordt gegeven. Een dergelijke situatie is fataal voor
de zenuwcellen. Het afsterven van zenuwcellen onder deze omstandigheden kan leiden tot
ernstige ziekten, zoals de ziekte van Alzheimer.
Om glutamaat te verwijderen uit de ruimte tussen de zenuwcellen bezitten de cellen rond de
synaps gespecialiseerde eiwitten, de glutamaat-transporters. Deze transporteiwitten bevinden
zich in de celmembraan, een gesloten, vetachtig vlies dat het interne, waterige milieu van de
cel (binnen) scheidt van het externe, waterige milieu (buiten) en dat niet doorlaatbaar is voor
glutamaat en andere in water oplosbare moleculen. Glutamaat-transporters katalyseren het
transport van glutamaat over het niet-doorlaatbare vlies. De glutamaat-transporteiwitten zijn
zogenaamde “secundaire transporters”. Behalve eiwitten die glutamaat transporteren bestaan
er vele andere secundaire transporteiwitten die samen een grote verscheidenheid aan stoffen
over de celmembraan kunnen transporteren. De naam “secundair” geeft de vorm van energie
aan die deze eiwitten gebruiken voor de transportreactie. Cellen zorgen ervoor dat de
ionensamenstellingen van het interne en het externe waterige milieu veschillend zijn. De
asymmetrische verdeling van ionen vertegenwoordigt een vorm van energie die secundaire
transporters kunnen gebruiken. Zenuwcellen handhaven een verdeling waarbij in het
extracellulaire milieu (buiten) veel natrium en weinig kalium ionen aanwezig zijn, terwijl dat
in het intracellulaire milieu (binnen) precies omgekeerd is. Transport van glutamaat door
glutamaat-transporteiwitten in zenuwcellen is gekoppeld aan en gedreven door transport van
natrium ionen van buiten naar binnen en kalium ionen van binnen naar buiten.
Hoewel er redelijk veel bekend is over de functie van glutamaat-transporters is er weinig
bekend over de structuur en het werkingsmechanisme van de transporters. Dit proefschrift
beschrijft studies die dergelijke informatie verschaffen. Zenuwcellen zijn echter uit
praktische, experimentele overwegingen niet geschikt voor deze studies. Gelukkig bezitten
ook bacteriën glutamaat-transporteiwitten die lijken op de eiwitten die in zenuwcellen
voorkomen. Bacteriën gebruiken glutamaat niet als signaalmolecuul maar als voedingsstof.
Zij hebben de transporters nodig om glutamaat uit de omgeving op te nemen. Bacteriën zijn
voor experimenteel werk zeer geschikt, omdat ze snel en in grote hoeveelheden kunnen
worden gekweekt en omdat ze eenvoudig genetisch veranderd kunnen worden.
De gelijkenis tussen de bacteriële en de menselijke glutamaat-transporters wordt afgeleid uit
de gelijkenis tussen het DNA van de genen die voor de transporters coderen. Grootschalige
analyses van het DNA van uiteenlopende organismen hebben aangetoond dat eiwitten die
lijken op glutamaat-transporteiwitten uit zenuwcellen voorkomen in een verscheidenheid aan
organismen (hoofdstuk 1). Al deze op elkaar lijkende eiwitten vormen samen een
eiwitfamilie. Computergestuurde analyses van de aminozuurvolgordes van deze eiwitten
hebben aangetoond dat de glutamaat-transporters waarschijnlijk een unieke ruimtelijke
structuur hebben. In hoofdstuk 2 wordt een dergelijke analyse, die tot het vakgebied van de
bioinformatica behoort, beschreven en de resultaten geven aan dat glutamaat-transporters
verschillen van andere secundaire transporters, die bijvoorbeeld suikers transporteren over de
celmembraan. Dit is verrassend omdat alle secundaire transporters een soortgelijke reactie
uitvoeren. Ondanks deze gelijkenis in functie zijn er dus grote verschillen in structuur.
In de hoofdstukken 3, 4, 5 en 6 worden experimenten beschreven die gedetailleerde
informatie verschaffen over de structuur en functie van het bacteriële glutamaat-transporteiwit
GltT. Voor een dergelijke gedetailleerde analyse was het nodig om het eiwit te zuiveren, dat
wil zeggen te scheiden van alle andere componenten in de cel zoals andere eiwitten en DNA.
Verder was het uit praktisch oogpunt van belang om veel eiwit in één keer uit weinig cellen te
verkrijgen. Tenslotte mocht de zuiveringsprocedure het eiwit niet kapot maken. In hoofdstuk
3 wordt een procedure beschreven waarmee de glutamaat-transporter GltT in redelijk grote
hoeveelheden gezuiverd kan worden zonder dat het kapot gaat.
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In hoofdstukken 4, 5 en 6 wordt de basisprocedure uit hoofdstuk 3 gebruikt om de structuur
van GltT te bestuderen. De meest gedetailleerde en meest bruikbare informatie over de
structuur van een eiwit wordt meestal verkregen door de eiwitmoleculen op een regelmatige
manier in kristallen in te bouwen. De verkregen eiwitkristallen worden dan met behulp van
röntgenanalyse bestudeerd en de resultaten van deze analyses worden gebruikt om de
ruimtelijke structuur van het eiwitmolecuul in detail te berekenen. Helaas is het voor eiwitten
die zich in de celmembraan bevinden, zoals glutamaat-transporters, zeer moeilijk en
tijdrovend gebleken om kristallen te verkrijgen. Van slechts een handvol membraangebonden
eiwitten is er tot nu toe een gedetailleerde kristalstructuur verkregen. Daaruit is gebleken dat
de meeste van deze eiwitten bestaan uit dicht op elkaar gepakte bundels van helix-achtige
elementen in de membraan die verbonden worden door flexibelere elementen buiten de
membraan (in de waterrijke omgeving). Hoewel van geen enkele secundaire transporter een
kristalstructuur bekend is, werd tot nu toe aangenomen dat ook secundaire transporteiwitten
een structuur van dichte helix-bundels hebben. Met behulp van andere experimenten dan
eiwitkristallisatie wordt in dit proefschrift aangetoond dat glutamaat-transporteiwitten naast
dicht op elkaar gepakte helixbundels ook met water gevulde poriën bezitten in het deel van de
eiwitten dat zich binnen de membraan bevindt.
Glutamaat-transporters zijn de eerste secundaire transporteiwitten waarvoor dergelijke
bijzondere structuurelementen zijn aangetoond. In een ander soort membraangebonden
eiwitten, de kanalen, zijn poriën die met water gevuld zijn vaker aangetoond. Kanalen vormen
kleine gaatjes in de celmembraan waardoor stoffen die in water opgelost zijn kunnen
passeren. Deze passage kost geen energie en daardoor kunnen kanalen in tegenstelling tot
transporters geen stoffen tegen hun concentratiegradiënt in transporteren. Tot nu toe werd
aangenomen dat kanalen en transporters verschillende structuren hebben. In dit proefschrift is
aangetoond dat het onderscheid tussen kanalen en transporters waarschijnlijk kleiner is dan
gedacht.
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